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Vcroffentlicht 

Mil inlernationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablaufder fur Anderungen der Anspruche zugelassenen 

Frist. Verqffenrlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: PROCESS FOR DETERMINATION OF LOW CONCENTRATION OF NUCLEIC ACID MOLECULES 

(54) Beicichnung: VERFAHREN ZUR BESTIMMUNG VON NUKLEINSAUREMOLEKtlLEN IN NIEDRIGER KONZENTRATION 



(57) Abstract 

The invention relates to 
a process for determination of 
a low concentration of nucleic 
acid molecules in samples to 
be examined, by amplification 
reactions using unmarked 
primers as amplification primers 
and detectable, in particular 
marked primers, as detection 
primers and in particular using 
polymerases and/or ligases. The 
detectable primers hybridise to 
the amplification products. The 
drop in the concentration of 
detectable, in particular, marked 
primers, and/or the rise in the 
concentration of amplification 
products is measured and is used 
to measure the presence of the 
nucleic acid molecules to be 
determined. 

(57) Zusammenfassung 
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Verfahren zur Bestimmung 

von Nukleinsauremolekiilen jn niedriger Konzentration in zu untersuchenden Proben mittels Amplifikationsreaktionen unter Verwendung 
yon unmarkierten Primem als Amplifikationsprimer und detektieibaren, insbesondere markierten Primem als Detektionsprimer sowie 
insbesondere von Polymerasen und/oder Ligasen, wobei die detektierbaren Primer an die Amplifikationsprodukte hybridisieren und 
die Abnahme der Konzentration der detektierbaren, insbesondere markierten Primer, und/oder die Zunahme der Konzentration der 
Amplifikationsprodukte gemessen wird und als MaB fur das Vorhandensein der zu bestimmenden Nukleinsauremotektlle herangezogen 
wird. 
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Verfahren zur Bestimmung von Nukleinsaure- 
molektilen in niedriaer Konzentration 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur 
Bestimmung von Nukleinsauremolekiilen in niedriger Kon- 
zentration in zu untersuchenden Proben mitteis Amplifi- 
kationsreaktionen , insbesondere unter Verwendung von Poly- 
merasen und/oder Ligasen, sowie unmarkierten und detektier- 
baren Primern. 

Ein derartiges Amplif ikationsverf ahren ist fur die molekulare 
Diagnostik, insbesondere fur die Pathogendiagnostik, von 
gro/?er Bedeutung. Eine Vielzahl von Techniken ist beschrieben 
worden, die geringe Mengen an spezifischer Nukleinsaure 
nachzuweisen vermogen. Dem erf indungsgema/3en Verfahren 
ahniich ist der 5 ' -Nuklease-Assay (die sogenannte TaqMan- 
Polymerase-Chain-Reaction;. Livak et al. in PCR Methods and 
Applications 4 (1995) , 357 - 361) . Die Basis dieser Methode 
ist ein am 5'-Ende mit einem Reportermolekiil (Fluorescein) 
und am 3'-Ende mit einem Quenchermolekul (Rhodamin) mar- 
kierces Oligonukleotid, welches am 3'-Ende zudem uber einen 
Phosphatrest gegen eine enzymatische Kettenverlangerung 
geschiitzt ist. Im Verlauf der PCR-Reaktion wird die Sonde 
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von der 5 ' -3 ' -Exonukleaseaktivitat cier verwendeten Taq- 
Polymerase erkannt, wenn sie downstream zu einer primer- 
gestarteten Polymerase-Reaktion an die zu amplif izierende 
Matrize hybridisiert hat. In der Folge sorgt die 5"-3'- 
Exonukleaseaktivitat fur die Hydrolyse des 5'-Endes der 
Sonde, wodurch die Fluoreszenz -Emissi on des Fluoresce in - 
Reporters ansteigc, da sie nicht langer durch die Nachbar- 
schaft des Rhodamins geloscht wird. Gravierende Nachteile 
dieses Verfahrens sind die sehr aufwendige und kosten- 
intensive Preparation der doppeltmarkierten und endgruppen- 
geschutzten Oligonukleotide , die Beteiligung der 
enzymatischen Hydrolyse und der Einflu/3 von Medienef f ekten 
auf die Fluoreszenzausbeute , d.h. die Quant if izierbarkeit . 

Das der Erfindung zugrundeliegende Problem besteht darin, 
ein universell einsetzbares , leicht handhabbares und preis- 
wertes Verf ahren zur qualitativen und quantitativen Detektion 
von kleinsten Mengen an Nukleinsaure bereitzustellen. Es ist 
hierbei insbesondere im Hinblick auf die Diagnostik in- 
fektioser Pathogene wiinschenswert , da/3 das gesamte Verf ahren 
in Kompartimenten ablaufen kann, die nach der Zugabe der 
Probe verschlossen werden und im Laufe des Verfahrens nicht 
wieder geoffnet werden mussen. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe wird gelost durch 
ein Verf ahren mit den Merkmalen des Patentanspruchs 1 . Die 
Unteranspriiche 2 bis 10 betreffen bevorzugte Ausfuhrungs- 
formen des erf indungsgema/Jen Verfahrens. 

Das erf indungsgema/3e Verfahren dient zur Bestimmung von 
Nukleinsauremolekiilen in niedrigen Konzentrationen in zu 
untersuchenden Proben. Dabei werden Amplif ikationsreaktionen 
eingesetzt. Diese verwenden insbesondere Polymerasen und/oder 
Ligasen. Es werden unmarkierte Amplif ikationsprimer einge- 
setzt. Zudem werden detektierbare, insbesondere markierte 
Primer, sogenannte Detektionsprimer , verwendet. Die 
detektierbaren Primer hybridisieren an die Nukleinsaure 
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und/oder werderr durch die Amplif ikationsreaktion in die 
amplif izierte Nukleinsaure eingebaut, wobei die Konzentration 
der freien Detektionsprimer abnimmt . Die Abnahme dieser 
Konzentration und/oder die Zunahme der Konzentration der 
Amplif ikationsprodukte wird gemessen und als Ma/3 fiir das 
Vorhandensein des zu bestimraenden Nukleinsauremolekiils 
herangezogen. 

Vorzugsweise sind die detektierbaren Primer mit fluores- 
zierenden Gruppen markiert . Als Amplif ikationsreaktionen 
kommen insbesondere Primer abhangige Reaktionen wie die 
Polymerasekettenreaktion (PCR) , Reverse Transkriptase PCR 
(RT-PCR) , isothermale 3SR (self -sustained sequence repli- 
cation) , Strand Displacement Amplification (SDA) und/oder 
Nucleic Acid Sequence-based Amplification (NASBA) in Be- 
tracht. Desweiteren kann es bevorzugt sein, die Methode der 
Ligase Chain Reaction (LCR) einzusetzen. Ebenso kann die 
sogenannte gap-LCR (U. Landegren, Current Opinion in 

Biotechnology 1996, 7: 95 - 97) Verwendung finden. 

Wird die Abnahme der Konzentration der detektierbaren, 
insbesondere markierten Primer, und/oder die Zunahme der 
Konzentration der Amplif ikationsprodukte, wie erf indungsgema/3 
bevorzugt wird, mittels f luoreszenzmarkierter Primer ge- 
messen, ist die Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) 
einsetzbar, urn ein Ma/3 fiir das Vorhandensein des zu be- 
stimmenden Nukleinsauremolekiils zu ermitteln. Bei dieser 
Ausfiihrungsf orm des erf indungsgema/3en Verfahrens werden 
Amplif ikationstechniken mit der Detektionsmethode 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie gekoppelt. Das er- 
f indungsgema/3e Verfahren erlaubt somit die Realisierung einer 
Endpunkttitration, wobei die nachzuweisende Sequenz wahrend 
der Reaktion stufenweise oder kontinuierlich amplifiziert 
wird. Der Endpunkt dieser als Endpunkttitration auffa0baren 
Reaktion ist erreicht, wenn der erf indungsgema/3 zu ver- 
wendende Detektionsprimer durch Inkorporation in die neue 
synthetisierte Nukleinsaure verbraucht ist, bzw. eine weitere 
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Abnahme der Konzentration des Detektionsprimers nicht mehr 
feststellbar ist oder einen vorher f estlegbaren, zweckir.a/?igen 
Wert erreicht hat. 

In einer weiteren Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Verfahrens konnen unterschiedlich markierte Detektionsprimer 
verwendet werden. Die Detektion und Auswertung kann vorzugs- 
weise mittels der FCS in Form der in der WO 94/16313 offen- 
barten Kreuzkorrelation durchgefuhrt werden. 

Bei der Verwendung f luoreszenzmarkierter Primer kann es in 
weiteren Ausf uhrungsf ormen des erf indungsgemaSen Verfahrens 
bevorzugt sein, eine Variante der Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie unter Ausnutzung von Prinzipien der Nahfeld- 
mikroskopie (WO 96/13744) zu verwenden oder auf Analyse- 
methoden gemaE der europaischen Patentanmeldung 96 116 373.0 
zuruckzugreif en . Die letztgenannte Anmeldung beschreibt eine 
Methode zur Analyse von Proben durch wiederholte Messung der 
Anzahl von Photonen pro def iniertem Zeitintervall von Licht , 
welches von den Partikeln in der Probe emittiert, gestreut 
und/oder reflektiert wird, und Bescimmung der Verteilung der 
Anzahl von Photonen in den jeweiligen Zeitintervallen . Die 
Methode ist dadurch gekennzeichnet , daS die Verteilung der 
spezifischen Helligkeiten der Partikel aus der Verteilung 
der Anzahl von Photonen bestimmt wird. 

Vorzugsweise wird erf indungsgemaS eine Polymerase ohne 5' -3' - 
Exanukleaseaktivitat verwendet . Anderenf alls wiirde die Sonde 
wie im Ansatz gema/S Livak et al . abgebaut . Die Polymerasen 
sind kommerziell erhaltlich. 

Erf indungsgema/3 ist es jedoch auch moglich, auf eine Ex- 
tension des Detektionsprimers wahrend des Verfahrens zu 
verzichten. Dies kann z.B. durch Verwendung eines Didesoxy- 
nukleotides am 3' -Ende des Detektionsprimers oder durch die 
Verwendung von markierten PNA als Detektionsprimern erfolgen. 
Erf indungsgema/3 ist auch der Anstieg der Dif f usionszeiten 
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des Detektionsprimers durch Hybridisierung an die amplifi- 
zierce Nukleinsaure ausreichend fur eir.e reproduzierbare FCS- 
Detektion . 

Die erf indungsgema/3e Ma^nahme, die Abnahme der Konzentration 
der detektierbaren, insbesondere markierten Primer, zu messen 
und als Ma0 fur das Vorhandensein des zu bestimmenden 
Nukleinsauremolekiils heranzuziehen, beruht auf der Tatsache, 
da/? zu Beginn der Reaktion der Detektionsprimer sich in einem 
Zustand hoher Mobilitat befindet, wahrend er am Ende der 
Reaktion durch die Hybridisierung bzw. durch die Amplif ika- 
tionsreaktion (Einbau in ein Amplif ikationsprodukt ) weit- 
gehend bis vollstandig in einen Zustand niedriger Mobilitat 
iiberfuhrt wird. Diese Mobilitatsanderung la/3t sich in be- 
sonders geeigneter Weise durch die Methode der Fluoreszenz- 
korrelationsspektroskopie messen, wobei die Probe im ge- 
schlossenen Kompartiment verbleiben kann. Es kann erfindungs- 
gema/3 bevorzugt sein, die Konzentration des Detektionsprimers 
als gering im Verhaltnis zur Konzentration des Amplifi- 
kationsprimers zu wahlen. Insbesondere kann die Konzentration 
des Amplif ikationsprimers das 5- bis 200-fache der Kon- 
zentration des Detektionsprimers betragen. 

Aus der vorzugsweise mit der Fluoreszenzkorrelations- 
spektroskopie ermittelten Korrelationskurve lassen sich 
sowohl die Anzahl der fluoreszierenden Molekvile, das relative 
Verhaltnis f luoreszenzmarkierter Molekule unterschiedlicher 
Gr6/3e als auch ihre Dif fusionsmobilitaten schnell und zuver- 
lassig ermitteln. Das erf indungsgema/3e Verfahren in Form 
einer Endpunkttitration und/oder Hybridisierung weist durch 
entsprechende Wahl und Konzentration der fluoreszenz- 
markierten Primer nur die Anwesenheit der gesuchten Sequenz, 
welche eine zum Detektionsprimer komplementare Sequenz 
auf weist, nach. 

Das Verfahren ist unempf indlich gegenuber unspezif ischen 
Amplif ikationen . Eine hohe Konzentration an Amplif ikations- 
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primer ist wunschenswert , urn eine sichere Amplif ikaticn auch 
geringer Mengen an nachzuweisenden Nukleinsauren zu gewahr- 
leisten. So kann zum Beispiel die Konzer.cration des Amplifi- 
kationsprimers 0,5 /zM betragen, wahrend der Detektionsprimer 
vorzugsweise in einer Konzentration von 1 bis 10 nM vorliegc . 
Aus der entsprechenden Wahl unterschiedlicher Konzentrationen 
fiir Amplif ikationsprimer und Detektionsprimer ergeben sich 
insbesondere die folgenden Vorteile. Bei der Amplif ikations- 
reaktion wie der PCR mu/? es zu Assoziationsreaktionen 
zwischen Primer und Template kommen, urn die Primer-Elongation 
zu starten. Diese Reaktionen haben normalerweise Geschwindig- 
keitskonstanten von k„ = 10* - 10 6 M''s''. Im Zeitbereich von 
Sekunden bis Minuten kommt es gema/3 der Beziehung 1/t = k„ 

< c prim«r + c tempi«J nennenswert zu Komplexbildungen, wenn einer 
der Partner im Bereich von 0,1 bis l /xM vorliegt. Dies gilt 
nur fur bereits hohe Templatekonzentrationen bzw. fiir die 
Reaktion mic den Amplif ikationsprimern . Erst wenn die Kon- 
zentration entsprechend hoch ist, kommt es zur gewunschten 
und spezifischen Hybridisierung mit dem Detektionsprimer, 
der sich dann in einer der erf indungsgema/Sen Ausf iihrungs- 
formen in wenigen Amplif ikationsschritten in gewiinschter 
Weise verbraucht und nahezu vollstandig durch Kettenver- 
langerung in Amplif ikate uberfuhrt wird. 

Das erf indungsgema/3e Verfahren eignet sich insbesondere in 
Kombination mit Probentragern wie z.B. Polycarbonat-Folien, 
welche sich durch folgende Vorzuge auszeichnen. Sie sind 

a) chemisch inert 

b) fest verschlie/3bar (keine Kontaminationsef f ekte , keine 
Verdampf ung) 

c) nicht f luoreszierend 

d) von relativ geringer Dicke (10 bis 20 /im im Bereich der 
Probenf lussigkeit ) 

e) von relativ hoher Warmeleitung . 



Bevorzugt lassen sich Folien mit 



96 oder 384 



Kompartimenten 
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verwenden. Die F61ien werden nut Testf lussigkeit und Proben- 
f lussigkeit in ca. 5 bis 20 fil Portionen befullt und ver- 
schlossen. Die Losungen werden als kleine Tropfen durch 
Kapillarkrafte im oberen Teil der Folie fixiert, in der das 
Kompartiment eine fur die FCS-Methode erf orderliche Wand- 
starke von 10 bis 20 urn besitzt. Die Fciien lassen sich in 
einen thermoscatisierbaren Rahmen einpassen. Sie werden mic 
einer dvinnen Schicht Immersionsf lussigkeit fiir das im FCS- 
Detektionsverfahren zu verwendende Objektiv benetzt. Die 
Kompartimente lassen sich insbesondere fur Verdunnungsreihen, 
Screenings oder auch fur unterschiedliche Testtypen ein- 
setzen. Die typische Mej3zeit fiir eine Folie mit 96 Kom- 
parcimenten liegt im Bereich weniger Minuten bis maximal 
einer halben Stunde . Durch Mitfuhrung geeigneter Standard- 
verdunr-ungen des Templates in der gleichen Folie ist die 
Quant ifizierung der zu detektierenden Nukleinsaure in den 
Testkompartimenten moglich. 

Die quantitative Bestimmung der zu detektierenden Nuklein- 
saure kann erf indungsgemaS durch Verwendung von mindestens 
zwei Amplifikationsansatzen der Probe erfolgen. Hierzu wird 
bevorzugt eine Verdunnungsreihe des ersten Amplif ikations- 
ansatzes hergestellt. Aus dem Verdiinnungsverhaltnis ergeben 
sich die relativen Konzentrationen des zweiten und ggf . 
weiterer Amplif ikationsansatze . Bei Kenntnis der Nachweiskon- 
zentration, d. h. der Detektionsschwelle des verwendeten 
Detektionssystems, oder eines sonstigen zweckmafiigen 
Schwellenwertes ist durch Bestimmung der Reaktionszeiten bzw. 
der Anzahl der Amplif ikationszyklen bis zum Erreichen des 
Schwellenwertes in den jeweiligen Amplifikationsansatzen eine 
Quantifizierung der nachzuweisenden Nukleinsaure moglich. 
Der Schwellenwert sollte bevorzugt innerhalb der loga- 
rithmischen Amplif ikationsphase erreicht werden, urn eine hohe 
Quantif izierungsgenauigkeit zu erzielen. In vorceilhafcer 
Weise wirken sich bei der erf indungsgemaSen Quantifizierung 
Unterschiede in der Ampf lif ikationsef f izienz , die z. B. in 
der besonderen Struktur der nachzuweisenden Nukleinsaure 
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begrundet sein kdnnen, nicht auf das MeSergebnis aus . 

Das erf indungsgematfe Verfahren eignet sich bei Verwendung 
geeigneter Detektidnsprimer auch zum Nachweis von Punkt- 
mutationen, Translokationen, Deletionen oder Haplotyp- 
Dif f erenzierung . Es ist zudem im Sinne einer Multiplex-PCR 
einsetzbar. Bei erblichen Stof f wechselkrankheiten, wie z.B. 
der autosomal rezessiven zystischen Fibrose, lassen sich 
durch Verwendung zweier Detektionsprimer mit unterschied- 
lichen Farbstof f markern heterozygote Patienten von homo- 
zygoten Patienten unterscheiden . Es ist zudem sowohl zum 
Nachweis von DNA- als auch RNA-Genomen geeignet (letzteres 
z.B. durch Einsatz in einer RT-PCR oder 3SR-Reaktion) . 

Die Figur 1 betrifft eine schematische Darstellung des er- 
f indungsgema)3en Verfahrens unter Verwendung der PCR. 

Die Figur 2 beschreibt die Verschiebung der Korrelationskurve 
G(t) bei Anwesenheit der angegebenen initialen Template- 
Mengen . 

Die Figur 3 betrifft die Darstellung der invertierten 
Korrelationsfunktion in der Form (G(t=0) - 1) / (G ( t ) -1) . 

Die Figur 4a zeigt die im Ausfuhrungsbeispiel 1 durch FCS- 
Analyse erhaltenen Autokorrelationsf unktionen G(t). 

Die Figur 4b zeigt die Auftragung dieser Daten in lineari- 
sierter Form. 

Die Figur 5 verdeutlicht die Anderung der relativen 
Dif fusionszeiten des Detektionsprimers im Verlauf der Ampli- 
f ikationsreaktion gema/3 Ausfuhrungsbeispiel 1. 

Die Figuren Ga und b verdeutlichen das Detektionslimit des 
erf indungsgemaflen Verfahrens bei Anwendung auf das Aus- 
fuhrungsbeispiel 1 . 
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Die Figur 7 zeigt den erf indungsgema/3en Einsatz eines 
Detektionspriraers wahrend der NASBA im Ausf iihrungsbeispiel 
2 . 

Die Figur 8 zeigt die Lokalisation der verwendeten Primer 
innerhalb der gag Region des HIV-1 Genomes. 

Die Figur 9 zeigt einen typischen Zeitverlauf der Ver- 
schiebung der Korrelationskurven aufgrund der Hybridisierung 
und Extension des Detektionsprimers im Ausf iihrungsbeispiel 
2 . 

Die Figur 10 verdeutlicht die Kinetik der Hybridisierungs/ 
Extensionsreaktion des Detektionsprimers im Ausf iihrungsbei - 
spiel 2 . 

Die Figur 1 beschreibt schematisch das erf indungsgema/3e 
Verfahren unter Verwendung der PCR. Die in der PCR ver- 
wendeten Amplif ikationsprimer pi und p2 sind als Pfeile 
dargestellt, der Detektionsprimer p3 ist mit einem 
Fluoreszenzf arbstof f (Kreis) gekoppelt. Der linke Teil der 
Figur zeigt amplif izierte Artefakte bei Abwesenheit des 
Templates. Hierbei kann es sich z.B. um Primerdimere der 
hochkonzentrierten Primer pi und p2 handeln. Die rechte Seite 
der Figur zeigt p2 in Anwesenheit des Templates. Erst wenn 
die Amplifikate in geniigend hoher Konzentration vorliegen, 
wirkt das Amplifikat als Template fur den niedrigkonzen- 
trierten, fluoreszenzmarkierten Detektionsprimer . Die Mobil i- 
tatsanderung des Primers la/3t sich deutlich durch eine 
Verschiebung der Korrelationskurve erkennen. 

Mit dem erf indungsgema0en Verfahren erzielte Ergebnisse an 
Mycobacterium tuberculosis sind in den Figuren 2 und 3 
dargestellt. Der Nachweis dieses pathogenen Erregers dauerte 
bislang aufgrund der aufwendigen Zellkuiturverf ahren ca. 3 
bis 4 Wochen . Mit Hilf e des erf indungsgema/3en Verf ahrens lafit 
sich diese Nachweiszeit stark verkurzen. 
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In der Figur 2 wi'rd die Verschiebung der Korrelacionskurve 
G(t) bei Anwesenheit der angegebenen initialed Template- 
Mengen gezeigt. Die jeweils angegebene Anzahl von Template- 
molekulen wurde zu Beginn der Reakcion in jeweils 50 M l 
Reaktionsansatz vorgelegc, durch das erf indungsgema/?e Ver- 
fahren in 32 PCR-Zyklen amplif iziert und mictels der FCS- 
Methode analysiert. Es wurde ein fur den Tuberkuloseerreger 
Mycobacterium tuberculosis charakteristisches Template 
verwendet. Die Detektionsgrenze lag hier bei 100 Template - 
molekulen pro Ansatz. Das Verfahren ist damit empfindlich 
genug, urn in jeder molekulardiagnostischen Anwendung einge- 
setzt zu werden. 



Die Figur 3 zeigt die Auftragung der invertierten Korre- 
lationsfunktion in der Form (G ( t=0) -1 ) / ( (G ( t ) -1) . In dieser 
Darstellung wurden die gleichen Daten wie in Figur 2 ver- 
wendet. Durch die invertierte Auftragung sind die Kurven im 
betrachteten Zeitbereich linearisiert , wodurch ihre Inter- 
pretation erleichtert wird. Eine Verschiebung von G(t) 
entlang der t-Achse zeigt sich in dieser Darstellung als 
Abflachung der Steigung, die durch lineare Regression in 
einfacher Weise erhalten werden kann. Die Detektionsgrenze 
la/?t sich deutlich als 100 Templatemolekule pro Reaktions- 
ansatz erkennen. 

Die Figur 4a zeigt die durch FCS-Analyse erhaltenen Auto- 
korrelationsfunktionen G(t) mit zunehmender Anzahl an PCR- 
Zyklen der fur Mycobacterium tuberculosis und M. bovis 
spezifischen Targetsequenz IS6110 (Ausf uhrungsbeispiel l) . 
Die PCR-Amplif ikation eines 106 bp-Segmentes , ausgehend von 
10 s Strangen der genomischen Mycobacterium tuberculosis DNA 
vor einem Hintergrund von 2.5 nq unspezif ischer humaner 
Placenta-DNA in 50 nl Reaktionsvolumen, erfolgte unter 
Verwendung des Primerpaares S1/S2 als Amplif ikationsprimer 
und 10 nM TMR-markierter Sonde PR1 als Detektionsprimer 
(Tabelle l) . Der Detektionsprimer bindet zwischen den Ampli- 
rikationsprimern mit derselben Orientierung wie der Amplif i- 
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kationsprimer S2.und uberlappt mit dem 3'-Ende von S2 urn funf 
Nukleotide. Die Amplif ikationsreaktionen wurden r.ach einer 
uncerschiediicher. Zahl an Zyklen gestoppt. Die Inkorporacion 
des Detektionsprimers in die Amplifikate ist an der Ver- 
schiebung der Autokorreiationskurve zu langeren Korre- 
lationszeiten, welche einer Zunahme der Dif f usionszeit des 
Detektionsprimers entspricht, deutlich erkennbar. 

Die Figur 4b zeigt die Auftragung der Daten in der lineari- 
sierten Form [G(t=0)J / [G(t)]. Mit zunehmender Amplif ikation 
ist eine Abnahme der Geradensteigung zu beobachten. 

Die Figur 5 verdeutlicht die Anderung der relativen 
Dif fusionszeiten des Detektionsprimers lm Verlauf der Ampli- 
f ikationsreaktion. Die Dif fusionszeiten des Detektionsprimers 
spiegeln eindeutig die PCR -Amplif ikationskinetik mit einer 
vor Erreichen des Detektionsgrenzwertes initialen lag-Phase, 
schneller exponentieller Anreicherung der Amplif ikat ions - 
produkte sowie einer Plateauphase wider. Dieses Plateau zeigt 
eine Sattigung an, welche dem Endpunkt einer Titration 
vergleichbar ist. Die abnehmende Anzahl der durchschnittlich 
sich im Laserfokus bef indlichen- Molekule des Detektions- 
primers mit zunehmender Zahl der Temperaturzyklen ist vermut- 
lich auf Adsorptionsef fekte an den Wanden der Reaktionsgef a/3e 
zuriickzufiihren (Nebenbild der Figur 5) . Zudem ist eine 
scheinbare Zunahme emittierter Photonen pro Molekiil und 
Sekunde zu beobachten (Nebenbild der Figur 5) . 

Die Figuren 6a una 6b verdeutlichen das Detektionslimit des 
erf indungsgema/3en Verfahrens bei Anwendung auf das Aus- 
fuhrungsbeispiel 1. Die PCR-Amplif ikationsreaktionen wurden 
uncer Verwendung unterschiedlicher Amplif ikat ions- und 
Detektionsprimer durchgefiihrt (Tabelle 1). Vor einem Hinter- 
grund von 2.5 unspezif ischer humaner Plazenta-DNA in 50 
lil Reaktionsvolumen wurde eine konstante Anzahl an PCR- Zyklen 
(entweder 36 oder 40 Zyklen) mit jeweils unterschiedlichen 
Ausgangskcnzentrationen an Targetgenomen durchgef uhrt . Bei 
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Verwendung der " Amplif ikat ionsprimer S1/S2 mit l nM 
Detektionsprimer PR1 (Figur 6a) oder der Amplif ikac ionsprimer 
B1B/B23 mit 5 nM Detektionsprimer PR3 (Figur 6b) liegt das 
Detektionslimit unterhalb von 100 Mycobacterium tuberculosis 
Genomen. Eine Quantif izierung von bis zu ledigiich 1C Target- 
genomen kann durch Vergleich mit einem Verdiinnungsstandard 
erfolgen. Die mittels FCS bestimmten Dif f usionszeiten des 
Detektionsprimers stimmen gut mit den Ergebnissen der dem 
Fachmann in bekannter Weise durchgef uhrten Sequenzanalyse 
uberein (Figur 6a) . Nichtbindende Sonden, wie z.3. der Primer 
HS3 , zeigen bei Amplif ikation der Targetsequenz keine Ver- 
anderung der Autokorrelationsf unktion bzw. ihrer 
Dif f usionzeiten (Figur 6b) . 

Die Figur 7 zeigt den erf indungsgema/Sen Einsatz eines De- 
tektionsprimers wahrend der Amplif ikationsreaktion gem»0 
Ausfuhrungsbeispiel 2. Die von van Genem et al . (PCR Methods 
and applications 4, 177-184, 1995) beschriebene NASBA-Methode 
wurde erf indungsgema/? f olgenderma/3en variiert: 

1. Ein Detektionsprimer (gagl) wurde dem Reaktionsansatz 
zugesetzt. Dieser hybridisierte an einer spezifischen Sequenz 
des 145 b RNA-Stranges . Durch Reverse Transkription mittels 
AMV-RT entstand ein ds DNA-Molekiil mit 13 0 bp, wahrend das 
unter Verwendung der Primer 1 und 2 entstandene Amplif i- 
kationsprodukt 167 bp aufwies. 

2. Alle Komponenten der NASBA-Reaktion einschlie/31ich des 
Detektionsprimers und der Enzyme wurden auf Eis gemischt; 
der in der Literatur beschriebene Denaturierungsschritt 
konnte ohne Einflu/S auf Reaktionsspezif itat entf alien. 

3. In Standard-NASBA-Verfahren wird die amplif izierte RNA 
mittels Hybridisierungstechniken wie ELGA (enzyme -linked gel 
assay) und ECL (Elektrochemilumineszenz ) detektiert und 
quantif iziert . Diese Techniken erfordern die Offnung der 
Probentrager mit der Gefahr von carryover-Koncaminationen . 
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Durch die Verwendung von FCS als Detektionsmethode ist es 
erf indungsgema/? in vorteilhaf ter Weise moglich, die Proben- 
losung ohne Offnung der Probentrager zu analysieren. 

Die Figur 8 zeigt die Lokalisati on der verwendeten Primer - 
innerhalb der gag Region des HIV-l-Genomes . 

Die Figur 9 zeigt einen typischen Zeitverlauf der Vers- 

chiebung der Korrelationskurven ( — 10 min, 20 min, 

35 min, 50 rain, 60 min nach Beginn der 

Amplif ikation) aufgrund der Hybridisierung sowie Extension 
des Detektionsprimers . Die Anf angskonzentration der HIV-l 
RNA-Molekiile betrug 5000 pro ml Flasma. Hinsichtlich der 
theoretischen Beschreibung der Autokorrelationskurven eines 
Zweikomponentensystems wird auf das Ausf iihrungsbeispiel l 
verwiesen. Im vorliegenden Beispiel wurden der hybridisierte 
(gagl-14 5 b RNA) Detektionsprimer und die durch Extension 
entstandene 130 bp - Komponenten aufgrund ihrer annahernd 
gleichen Dif fusionszeiten als eine Komponente behandelt. Zur 
Bestimmung der Kinetik der hybridisierten/extendierten 
Detektionsprimers wurden die Korrelationskurven unter Ver- 
wendung der dem Fachmann bekanncen Gleichung zur Beschreibung 
der Autokorrelat ionsfunkcion eines Zweikomponentensystems 
gef ittet . 

Die Figur 10 verdeutlicht die Kinetik der Hybridisierungs- 
/Extensionsreaktion des Detektionsprimers. Die Bedeutung der 
verwendet en Symbole ist wie folgt : 

C negative Kontrolle; O f alsch-positive Probe; ■ Anf angs- 
konzentration von 1000 HIV-l RNA-Molekulen pro ml Plasma; 
• Anf angskonzentration von 2C00 HIV-l RNA-Molekulen pro ml 
Plasma; t Anf angskonzentration von 5000 HIV-l RNA-Molekulen 
pro ml Plasma; a Anf angskonzentration von 20000 HIV-l RNA- 
Molekulen pro ml Plasma. Bei geringer Anf angskonzentration 
ist die Kurve zu langeren Inkubationszeiten verschoben. Bei 



WO 97/21832 



- 14 



PCT/EP96/05472 



einer mit wenigen Molekulen kontaminierten f alsch-positiver. 
Probe ist diese Verschiebung besonders auffallig, so da/3 eine 
klare Unterscheidung zwischen f alsch-positiven und positiven 
Proben moglich ist. 

Der Wert der initialen Konzentration an HIV-l RNA Molekulen 
erlaubt eine Unterscheidung zwischen positiven und falsch- 
positiven Proben. Die direkte quantitative Analyse der 
Anf angskonzentration an RNA-Molekiilen in einer Probe kann 
erf indungsgema/? wie folgt ermittelt werden. Die Zeitabhangig- 
keit der Konzenzration der Amplif ikationsprodukte in einer 
NASBA-Reaktion ist annahernd durch folgende Exponential - 
funktion beschreibbar : P(t!= P, exp(kt), wobei k eine fur den 
Amplif ikationsmechanismus representative Konstante darstellt. 
Der Logarithmus der in der Probe enthaltenen Molekule stellt 
eine lineare Funktion der zur Erzielung eines bestimmten 
Primerbindungsgrades notwendigen Inkubationszeit dar (Neben- 
bild der Figur 10) . Mittels einer Verdunnungsserie la/3t sich 
somit die Anf angskonzentration an RNA-Molekiilen ermitteln. 

Im vorliegenden Ausf uhrungsbeispiel wurde der kombinierte 
Ansatz aus Hybridisierung und Extension des Detektionsprimer 
dargestellt. Die mittels der FCS erhaltenen Daten wurden 
durch Sequenzierung konfirmiert. Es konnte bei mehr als 50 
durchgef uhrten Analysen keine unspezif ische Bindung des 
Detektionsprimers festgestellt werden, so da/3 sich hiermit 
die Moglichkeit ergibt , auf eine Extension des Detektions- 
primers wahrend der Analysen zu verzichten. Dies kann z.B. 
durch Verwendung eines Didesoxynucleotides am 3'-Ende des 
Detektionsprimers oder durch Verwendung von PNA-Primern 
erfolgen. Erf indungsgema/? ist auch der Anstieg der 
Dif f usionszeiten des Detektionsprimers durch Hybridisierung 
an die amplif izierte RNA ausreichend fur eine reproduzierbare 
FCS-Detektion. 
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Ausf uhrungsbeispiel 1 

In einer bevorzugten Ausf uhrungs form des erf indungsgema/6en 
Verfahrens wird als Amplif ikationsmethode die Polymerase- 
kettenreaktion (PCR) mit einer auf der Methode der 
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS) beruhenden 
Detektionstechnik unter Verwendung eines mit f luoreszierenden 
Gruppen markierten Detektionsprimers , wie z.B. einem 
N,N, N' , N* -tet ramet hy 1 - 5 - carboxyrhodamin ( TMR ) - markierten 
Detektionsprimer, kombiniert. Die Detektionsprimer werden 
durch die Amplif ikationsreaktion in die amplif izierte Nu- 
kleinsaure eingebaut, wobei der Einbau mit einer Zunahme der 
Dif f usionszeit des Detektionsprimers einhergeht, welche 
mittels FCS beobachtet werden kann. 

Verwendete Materialien: Die Oligodesoxynukleotide (Tabelle 
1) wurden in HPLC-reiner Qualitat bei der Fa. NAPS (D- 
Gottingen) erworben. Die Markierung der Sonden PR1, PR3, HS1 
und HS3 erfolgte mit dem 5-Isomer von TMR an ihrem 5'-Ende 
uber einen Aminohexyl linker. Die Konzentrationen wurden unter 
Beriicksichtigung der Absorption des TMR -Labels bei 260 nm 
(mit A 260 / A5 54 = 0.49) bestimmt, una der Substitutionsgrad 
(DOS) , entsprechend einem Markierungslabel pro Molekul, wurde 
mittels folgender Formel bestatigt: 

DOS = [ (10 x N / 86) X hs U ) ) I [A 360 - (0 , 49 X A 55 , ) ] , wobei 
N die Anzahl der Basen in der Probe angibt . 

2'-Desoxynucleosid-5'-Triphosphate (dNTPs) wurden von der 
Fa. Pharmacia erworben; das 5'-3 ' -exonukleasef reie Stoffel- 
fragment der Thermus aquaticus DNA- Polymerase von der Fa. 
Perkin-Elmer. Die humane Placenta DNA wurde bei der Fa. Sigma 
erworben. Zudem wurde genomische DNA von Mycobacterium 
tuberculosis verwendet . 

PCR in Geaenwart von Detektionsprimer: Die Amplif ikations- 
reaktion erfolgte entweder in 50 /il oder 25 ^i Proben mit 
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10 mM Tria-HCl (pH 8.3,, 50 mM KCl, 2.5 mM MgCl 2 , 0.1 ng/ml 
Gelatine, jeweils 0 . 5 „M der beiden Amplif ikationsorimer 
jeweils 200 „ M der vi er dNTPs, 50 ng/„l humaner Placenta-DNA 
als Uberschu/? unspezifischer DNA, l bis 20 nM des TMR 
markierten Detektionsprimers, und 0.05 U/ M l des 5 -- 3 - ex 
nukleasefreien Stof f elf ragmentes der Therms aguaticus dnI- 
Poiymerase. Die Menge an genomischer Mycobacterium tuber 
culosis DNA (im Bereich von 0 bis 10< Molekule je 50 „i der 
Reaktionsmischung) betrug wie angegeben. Die PCR-Reaktion 
erfolgte in Reaktionsrohrchen (Multiple-Safecap tubes) der 
Fa. Sarstedt. Es wurde folgendes Temperaturprogramm in einem 
TRIO-Thermoblock-Cycler der Fa. Biometra (Gottingen) ange- 
wendet: Denaturierung bei 94°C fur 30 s , Primerbinduna bei 
56°C (Primerpaar S1/S2) oder 60°C (Primerpaar B1B/B2B) fur 
20 s , und Elongation bei 7 2 o C fur 30 s, jeweils fur die 
angegebene Zahl der Zyklen. 

FCS-Messung und Besjtimmung relativer Pl ffusionsze^ten: i m 
Anschlutf an die PCR wurden 10 pi der Reaktionsmischung 
mittels FCS unter Verwendung eines 63x1.2 Wasser- Immersions - 
obnektives untersucht. Eine detaillierte Beschreibung der 
FCS ist in dem Artikel von Eigen und Rigler (Proc Natl 
Acad. Sci. USA 91:5740-5747, 2U finden. Die Autokorre- 
lationsfunktion fur eine Mischung von Partikeln mit schnellen 
und langsamen Translationsdif fusionszeiten ist bei Thompson 
(Topics m Fluorescence Spectroscopy, Vol. I, Lakowicsz, JR 
(ed) , Plenum 1991) beschrieben. 

Ausfiih rungsbpjspiel 2 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird die 
isothermale Amplif ikationsmethode NASBA (nucleic acid 
sequence-based amplification) mit der Detektionsmethode FC<= 
kombmiert. Das erf indungsgema/Je Verfahren wird in diesem 
Ausfuhrungsbeispiel verwendet, urn eine simulierte HIV- In- 
fektion nachzuweisen. 
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Verwendece Materialien: Die Komponenten fur die RNA-Iso- 
lierung sowie fur die Amplif ikatior.smethode MASBA wurden bei 
der Fa. Organon Teknika (Eppelheim) erworben . Der mit TMR- 
markierte Detektionsprimer gagl wurde von der Fa. NAPS 
(Gottingen) synthetisiert . Die Probencrager mit 96 Reaktions- 
kompartimenten wurden in der Feinmechanikwerkstatt des Max- 
Planck- Institutes fur Biophysikalische Chemie angef ertigt ; 
jedes Kompartiment besitzt ein Volumen von 40 nl und eine 
Wandstarke von 40 /im. Das verwendete Plasma war Hepatitis 
B- und C-, CMV- und HIV- 1-negativ . 

Simulation einer HIV-1- Inf ektion : Jeweils 1 ml Plasma wurde 
mit unterschiedlichen Mengen (1000, 200C, 5000, 20000 Mole- 
kule) an genomischer HIV-1 RNA (HXB2) versetzt. 9 ml Lyse- 
Puffer (5.25 M Guanidinthiocyanat , 50 mM Tris pH 6.4, 20 mM 
EDTA, 1.3 % w/v Triton X-100) wurden zugesetzt . 

Isolieruncr von Nukleinsauren aus dem Plasma: Die Nuklein- 
sauren wurden an aktivierte Kieselerde (50 ^1 Suspension, 
1 mg/ml) , welche der Lyse-Mischung zugesetzt wurde, gebunden. 
Nach einem Wasch- und Trocknungsschritt wurden die Nuklein- 
sauren mit 50 fil Elutionspuf f er (1 mM Tris pH 8.5) eluiert 
und bei -70°C gelagert . 

NASBA-Amplif ikation der isolierten HIV-1 RNA: Typische 
Reaktionen wurden durchgefiihrt in einem 20 ^1 Reaktions- 
volumen, enthaltend 40 mM Tris pH 8.5, 12 mM MgCl 2 , 42 mM 
KC1, 5 mM DTT, 15 % v/v DMSO, jeweils ImM dNTP, jeweils 2mM 
NTP, 0.1 U RNase H, 0.1 pg/nl BSA, 40 U T7 RNA- Polymerase, 
8 V AMV Reverse Transkriptase , 0.2 tiM Primer 1,2 und 5 nl 
isolierte Nukleinsaure (enthaltend 100, 20C, 500, 2000 HIV-1 
RNA-Molekule) . In negativen Kontrollreaktionen wurden diese 
5 (il isolierter Nukleinsaure durch 5 fil bidestilliertes 
Wasser ersetzt. Die Sequenzen der Amplif ikationsprimer sind 
innerhalb der gag Region des HIV- l -Genomes lokalisiert (Figur 
8; . Sie weisen die folgenden Sequenzen auf : 
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Primer 1 : 5 ' - AAT TC T 'AAT ACG ACT CAC TAT A GG GTG CTA TGT CAC 
TTC CCC TTG GTT CTC TCA -3' (antiser.se NT 14 71-14 9 9 
von HXB2.T7 Promotor unterstrichen) 

Primer 2: 5'- AGT GGG GGG ACA TCA AGC AGC CAT GCA AA - 3 ' (sense 
NT 1358-1386 von HXB2) . 

Zum Reaktionsansatz wurden 1 ^1 TMR-markierter gagl- 
Detektionsprimer (Endkonzentration : 4.5 nM) zugesetzt: 

gagl: 5'- TMR-GAG ACC ATC AAT GAG GAA GCT GCA GAA TGG GAT - 

3 '(sense NT 1395-1427 von HXB2) 

Diese Amplif ikationsansatze von jeweils 21 n± wurden in ver- 
schlie/?bare Probentrager . insbesondere Polycarbonacf olien 
mit 95 Vertiefungen, viberfuhrt und in die auf 42°C vor- 
temperierce Temperierungseinheit eines dem Fachraann bekannten 
FCS-Gerates eingesetzt. In einem typischen Experiment wurden 
10 Amplif ikationsreakcionen einschlie/31ich negativer Kon- 
trollen in parallelisierter Form durchgef uhrt . Die FCS- 
online-Detektion erfolgte unter Verwendung eines Wasser- 
Immersionsobjektives (Zeiss Plan Neofluar 40x0.9). Das durch 
den Laserstrahl und ein Pinhole in einer dem Fachmann be- 
kannten Weise definierte Detektionsvolumen lag in der Gr6/9en- 
ordung von 10' 15 1. 



WO 97/21832 



- 19 - 



PCT/EP96/05472 



Table 1. Amplications- und Detektionsprimer fur die DNA-Amplifikation von IS6110 mittels 
PCR. 

Oligodeoxynukleotid Sequenz (5'-43')* Lokalis. T m 

auf (°C) C 
IS6110 h 

51 accgcatcgaatgcatgtctcgggtAAGGCGTACTCGACC 970-984 41.7 

52 cgattccgctccagacttctcggGTGTACTGAGATCCCCT 1025-1011 39.3 
BIB AGCGCCGCTTCGGAC 769-783 55.1 
B2B TCGATGTGTACTGAGATCCCCT 1032-1011 54.7 
PR1 TMR-CCCCTATCCGTATGGTGG 1015-998 52.0 
PR3 TMR-CCCCTATCCGTATGGTGGATAACGTCTTTC 1015-986 66.4 
HS1 TMR-gacangucgtcggccgc 

HS3 TMR-tgctagagatctctaagttataacacatcaatgtcaa 

1 Kleinbuchstaben = Zur Targetsequenz IS611Q nicht komplementaie Basen. 
b Bindungsstelle auf der Targetsequenz IS6110. 

c Schmelzpunkt der jeweiligen Targetsequenz bei Koazentrationen von 1 nM DNA und SO mM Salz. 
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' Anspruche 

1. Verfahren zur Bestimmung von Nukleinsauremolekiilen in 
niedriger Konzentration in zu untersuchenden Proben 
mictels Amplif ikationsreaktionen unter Verwendung von 
unmarkierten Primern als Amplif ikationsprimer und 
detektierbaren, insbesondere markierten Primern als 
Detektionsprimer sowie insbesondere von Polymerasen 
und/oder Ligasen, wobei die detektierbaren Primer an 
die Amplif ikationsprodukte hybridisieren und die Ab- 
nahme der Konzentration der detektierbaren, insbe- 
sondere markierten Primer, und/oder die Zunahme der 
Konzentration der Amplif ikationsprodukte gemessen wird 
und als Ma/3 fur das Vorhandensein der zu bestimmenden 
Nukleinsauremolekule herangezogen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die an die Amplif i- 
kationsprodukte hybridisierten detektierbaren, ins- 
besondere markierten Primer, durch die Amplif ikations- 
reaktion in die amplif izierte Nukleinsaure eingebaut 
werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1, wobei die detektierbaren, 
insbesondere markierten Primer, Nukleinsauren mit einem 
3 ' -terminalen Didesoxynucleotid oder PNA sind. 

4. Verfahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3, 
wobei die detektierbaren, insbesondere markierten 
Primer, mit f luoreszierenden Gruppen markiert sind. 

5. Verfahren nach mindestens emem der Anspruche 1 bis 4, 
wobei als Amplif ikationsreaktion primerabhangige Reakt- 
ionen wie Polymerase -Ket ten -Reaktior. (PCR) , isothermale 
3 SR (self -sustained-sequence-replication) , Strand- 
Displacement-Amplification (SDA) , Reverse Transkriptase 
PCR (RT-PCR) und/oder Nucleic Acid Sequence -based 
Amplification (NASBA) eingesetzt werden. 
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€ . Verf ahren nach mindescens einera der Anspruche 1 bis 4 , 
wobei als Ampli fikationsreaktior. die Ligase-Chain- 
Reaction oder gap-Ligase-Chain-Reaccion eingesetzt 
wird. 

7. Verf ahren nach mindestens einera der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzeichnet , da/3 die Abnahme der Konzen- 
tration der detektierbaren, insbesondere markierten 
Primer, und/oder die Zunahme der Konzentration der 
Amplif ikationsprodukte mittels Fluoreszenzspektrcs- 
kopie, insbesondere Fluoreszenzkorrelationsspektros- 
kopie (FCS) , gemessen wird. 

8. Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, da|3 die Polymerase keine 5'-3'- 
Exonukleaseaktivitat auf weist . 

9. Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 8, 
dadurch gekennzeichnet, dap die Konzentration des 
Detektionsprimers gering im Verhaltnis zur Konzen- 
tration des Amplif ikationsprimers ist. 

10. Verf ahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, da/3 
die Konzentration des Amplif ikationsprimers das 5- bis 
200-fache der Konzentration des Detektionsprimers 
betragt . 

11. Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 das Verf ahren nittels 
Probentragern, insbesondere Polycarbonat-Folien, durch- 
gefuhrt wird. 

12. Verf ahren nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 11, 
dadurch gekennzeichnet, da/3 die Konzentration der 
nachzuweisenden Nukleinsauremolekule bestimmt wird. 
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13. Verfahren nach Anspruch 12, wobei die Quant if i- 
zierung der nachzuweisenden Nukleinsauremolekule 
iiber eine Verdiinnungsreihe bestehend aus mindestens 
zwei Amplifikationsansatzen erfolgt, indem die 
Reaktionszeit und/oder die Anzahl der Amplifi- 
kationszyklen bis zum Erreichen eines zweckmaSigen 
Schwellenwertes, welcher insbesondere innerhalb de^ 
logarithmischen Amplif ikationsphase erreicht wird 
ermittelc wird. 
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Rel. Diffusior.szeit 



Figur 5 
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Rel. Diffusionszeit 

Figur 6b 
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C AMV-RT) 
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T7 RNA Polymerase 
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Phase 



antisens^ 
RNA 1 
145 b 
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RNA 2 
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ds DNA 
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Figur 7 
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12 61 TAGTAGAAGA GAAGGCTTTC AGCCCAGAAG TGATACCCAT GTTTTCAGCA TTATCAGAAG 

Primer 2 



1321 GAGCCACCCC ACAAGATTTA AACACCATGC TAAACACAGT GGGGGGACAT CAAGCAGCCA 

► , p. probe gag 1 

1381 TGCAAATGTT AAAAGAGACC ATCAATGAGG AAGCTGCAGA ATGGGATAGA GTGCATCCAG 



1441 TGCATGCAGG GCCTATTGCA CCAGGCCAGA TGAGAGAACC AAGGGGAAGT GACATAGCAG 



Primer 

1501 GAACTACTAG TACCCTTCAG GAACAAATAG GATGGATGAC AAATAATCCA CCTATCCCAG 



Figur 8 
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Figur 9 



ERSATZBLATT (REQEL 26) 



WO 97/21832 



12 / 12 



PCT/EP96/05472 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



tnfe onal Application No 

PCT/EP 96/05472 



A. CLASSIFICATION' OF SUBJECT MATTER 

IPC 6 C12Q1/68 

According to International Patent Classification (IPC)'or to both national classficaaon and IPC 

B. FIELDS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

IPC 6 C12Q 

Documentation searched other than nurumum documenuaon to the extent that such documents are included m the fields searched 



Electronic dau base coasulted during the intemanonat search (name of data base and. where practical, tearch terms used| 


C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Category * 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


A 


NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 
vol. 23, no. 10, 25 May 1995, 
pages 1795-99, XPOQ2029411 
KINJO M ET AL: "Ultrasensitive 
hybridization using fluorescence 
correlation spectroscopy" 
see the whole document 


1 


A 


PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, 

vol. 91, June 1994, 

pages 5740-47, XP002029412 

EIGEN M ET AL: "Sorting single molecules: 

Application to diagnostics and 

evolutionary biotechnology" 

see line 1, paragraph 7 - line 4 

-/-- 


1 


X [ Further documents are listed in the continuation of boa C. 


X Patent family members are listed in annex. 


" Special categories of a ted documents : 

"A" document defining the general Hate of the art which it not 

considered to be of particular relevance 
'E* earlier document but published on or after the international 

filing date 

"L" document which may throw doubts on priority claim's) or 
which ts a ted to establish the publication date of another 
citation or other special reason (as sped Tied) 

"O* document referring to an oral disclosure, use, exhibition or 
other means 

■P" document published pnor to the international filing date but 
later than the priority date claimed 


T* later document published after the tntemaoonat filing date 
or prion ty date and not in conflict with the application but 
a ted to understand the principle or theory underlying the 
invention 

*X* document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered novel or cannot be considered to 
involve an inventive step when the document is taken alone 

"V" document of particular relevance; the claimed invention 
cannot be considered to involve an inventive step when the 
document is combined with one or more other such docu- 
ments, such combination being obvious to a person skilled 
in the an. 

'A* document member of the same patent family 


Date of the actual completion of the irttcmaltonal search 


Date of mailing of the international search report 


21 April 1997 


14.05.97 




Name and mailing address of the ISA 

European Patent Office. P.B. 5111 Pitentlaan 2 
NL • 2210 HV Ri|SWI|k 
Tel. ( -> Jl -70) 340-2040. Tx. 31 651 epo nl. 
Fax: ( » 31-70) 340-1016 


Authorized officer 

Osborne, H 



Fwm PCT ISA. JH imuui* iMtl) (July l*tt) 



page 1 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


Inb lunaJ Application No 

PCT/EP 96/05472 


QConOnuiOoo) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 


Catcgury * 


ClUQon ol document, with indication, where appropriate, of the relevant pastagei 


Relevant to claim No. 


P.X 


EP 0 731 173 A (MAX PLANCK GESELLSCHAFT) 
11 September 1996 
see claims 1-13 




1-13 


P X 


PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, 

vol. 93, November 1996, 

pages 12805-810, XPOO2029413 

WALTER N ET AL: "Fluorescence correlation 

analysis of probe diffusion simplifies 

pathogen detection by PCR" 

cap thp wholt* dorument 




1-13 


D ¥ 


EP 0 714 986 A (T0S0H CORP) 5 June 1996 

3CC LIIC Wf 1U 1 C UUL.UMICII L 




1 d 


Y 
A 


EP 0 639 647 A (TAN ABE SEIYAKU CO ; EI KEN 
CHEMICAL (JP)) 22 February 1995 
see the whole document 






X 


EP 0 678 581 A (8ECT0N DICKINSON CO) 25 

October 1995 

see the whole document 




1,2,4 


X 


WO 93 10267 A (IGEN INC) 27 May 1993 
see the whole document 




1 


A 


WO 94 02634 A (UNIV SOUTH AUSTRALIA 
;ADELAIDE CHILDREN S HOSPITAL (AU); HARRIS 
RA) 3 February 1994 




1.3 



Form PCT.'ISA/IIO (amtiniauiMi of mcdo* Hun) (July l*n) 



page 2 of 2 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 

Information on patent family members 


Inti onal Application No 

PCT/EP 96/05472 


Patent document 
cited in search report 


Publication 
date 


Patent family 
member(s) 


Publication 
date 



EP 0731173 A 



11-09-96 



0E 19508366 A 
JP 8242858 A 



12-09-96 
24-09-96 



EP 0714986 


A 


05 


-06 


-96 


JP 


8211050 A 


20-08-96 


EP -0639647 


A 


22 


-02 


■95 


JP 


7023800 A 


27-01-95 


EP 0678581 


A 


25 


-10- 


-95 


US 


5547861 A 


20-08-96 












US 


5593867 A 


14-01-97 












AU 


1502395 A 


26-10-95 












BR 


9501583 A 


14-11-95 












CA 


2145576 A 


19-10-95 












CA 


2145719 A 


19-10-95 












EP 


0678582 A 


25-10-95 












JP 


7289299 A 


07-11-95 












JP 


8038199 A 


13-02-96 












AU 


1501995 A 


18-04-96 



W0 9310267 A 27-05-93 AU 658962 B 04-05-95 

AU 3141293 A 15-06-93 

CA 210G159 A 16-05-93 

EP 0567635 A 03-11-93 

JP 6507316 T 25-08-94 

ZA 9208839 A 13-05-93 



W0 9402634 A 03-02-94 AU 4551193 A 14-02-94 

CA 2140877 A 03-02-94 
EP 0656068 A 07-06-95 



Form PCT7IS/V2I0 (paUnl fwuly »nn«i) (July Ml) 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 



Inti tonales Akttnzeichen 

PCT/EP 96/05472 



A. KLASSIFIZ1ERUNG DBS ASMF.LDUNOSGF.GENSTANDES 



IPK 6 C12Q1/68 



Nach der International en PatenUdasstukaoon (IPK) ocir nach der nanonalcn KJasnfikaBon and der IPK, 



B. RECHERCHIERTE GEBIETE 



Rechcrchicrtcr MindeftpruistolT (Klaatlikaooauystcm und KlaMifikationMymbole ) 

IPK 6 C12Q 



Rechcrchicnc aber nicht zum Mindcrtprurttoff gchorcndc VeroHemltchungcn, soweit these unter die recherchicncn Gebiete fallen 



Wahrend der tntemationalen Recherche konsilncru elekcronisehc Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendcte Suchbegnlte) 



C. ALS WESENTLICH ANGESEMENE UNTERLAGF.N 



ICattgonc' Bezetchnung der VerofTemlichung, toweit erlordcrhch unter Angabe der in Betracht kommenden Tale 



Betr. Anspruch Nr. 



NUCLEIC ACIDS RESEARCH, 
Bd. 23, Nr. 10, 25. Mai 1995, 
Seiten 1795-99, XP002029411 
KINJO M ET AL: "Ultrasensitive 
hybridization using fluorescence 
correlation spectroscopy" 
siehe das ganze Dokument 

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, 

Bd. 91, Juni 1994, 

Seiten 5740-47, XP002G29412 

EIGEN M ET AL: "Sorting single molecules: 

Application to diagnostics and 

evolutionary biotechnology" 

siehe Zeile 1, Absatz 7 - Zeile 4 



■/• 



Weitere Verofferrtlichungen and der Forttettung voa Feld C zu 
entnehrnen 



IE] 



Siehe Anhang Patcntfjmtuc 



Bcsonderc Kattgoncn von angegebenen Veroffenthcbungen 
A* Veroffendichunj. die den allgc mon e n Stand der Technik defiracrt, 
aber ncht alt besonders bedcuttam anzusehen tec 



*E* alieres Dokument, das icdoch cnt am oder nach dem inttmaaonalen 
Anmeldedacum vcroffentticht worden ut 

X' Verb (Tenth chung, die tcagnct 1st, einen Pnontattamprucfa zwcifdhaft er- 
schancn zu lascn, oder durch die das Vcraffmdichungsdatum emer 
andercn an Rechcrchenbcncht genanruen VcrbtTcntiichung betegt warden 
soil oder die aus ancm andercn besonderen Grund angegeben ist (wic 
ausgeruhrt) 

*0" VerbfTentlichuag. die nch auf arte munelichc Offenbarung, 

one Benutzung, erne AusrtcUung oder andere Maflnahmen beacht 

'P~ Veroffendichung, die vor dem international en Anmddedaaim, aber nach . 
dem bcanrpruchlcn Pnonatsdaturo veroiTentticht worden ist 



*T* Spatcre Vcroffenttichung, die nach dem tntcmabonalcn Anrnddcdatum 
oder dem Pnontatsdaum verodentucht worden in und mit der 
Anmddung ncht kollidien, sondem nur zumVcntandnis des der 
Erfindung zugTurtdchcgcndcn Pruuaps oder der ihr zugrundcliegcrtdcn 
Theone angegeben ut 
' Vcroflcndtchung von besondcrer Bcdeutung; die bcansprucruc Erfinduns 
kann alletn auirrund dieter VcrbfTmtlichuni ncht all neu oder auf 
crfindcnschcr Tiagkat beruhend betrxchtrt werden 

' VerofTentlichung von besonderer Bcdeutung; die bcansprucMe Erfindun| 
kann mens als auf crfindcnschcr Tiugkctt beruhend bctrachtet 
werden, wem die VeroffenUicnung ml oner Oder m eh r et tn andercn 
Vcroffcntfichungcn diescr Kacegonc in Verbtndung gebracht wird und 
these Verbtndung fiir einen Fachmann naheltetend ist 
' VerorrendKhung, die Mitglied dcrsclbcn Patemfamilie in 



Datum des Abschlusscs der intcmaQonalen Recherche 



21. April 1997 



Abscnded&tum Aa uitcmaticculen Rcche rehenben chts 



1 '.05.97 



Name und Postanschnft der Internationale Recherchertbehbrde 
Europauches Patentamt, P.B. 5111 PatcntUan 2 
NL ■ 2210 HV Ripwi'k 
Tel. ( + 31 -70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl. 
Far (♦ 31-70) 340-1016 



Bcvolhnachtigter Bedtensleter 

Osborne, H 



Formftisn PCT/ISA/210 (Bun 2) <Jult tftai 



Seite 1 von 2 



INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



(nil 



orvaJei Aktcnzeichcn 



PCT/EP 96/G5472 



C'-CForeetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLACEN 



Kitcgone* Hezeichnung dfr VeroirenUichung. lowat erlorderlich unter Angttx der in Bctracht kommcnden fcile 



B«r. An*pruch Nr. 



P.X 



P.X 



P.X 



EP G 731 173 A (MAX PLANCK GESELISCHAFT) 
11. September 1996 
siehe Anspriiche 1-13 

PROC. NATL. ACAD. SCI. USA, 

Bd. 93, November 1996, 

Seiten 12805-810. XP002O29413 

WALTER N ET AL: "Fluorescence correlation 

analysis of probe diffusion simplifies 

pathogen detection by PCR" 

siehe das ganze Dokument 

EP 0 714 986 A (TOSOH CORP) 5.Juni 1996 
siehe das ganze Dokument 

EP 0 639 647 A (TAN ABE SEIYAKU CO ;£1KEN 
CHEMICAL (JP)) 22.Februar 1995 
siehe das ganze Dokument 

EP 0 678 581 A (BECTON DICKINSON CO) 

25.0ktober 1995 

siehe das ganze Dokument 

WO 93 10267 A (I GEN INC) 27. Mai 1993 
siehe das ganze Dokument 

WO 94 02634 A (UN IV SOUTH AUSTRALIA 

; ADELAIDE CHILDREN S HOSPITAL (AU); HARRIS 

RA) 3.Februar 1994 



1-13 



1-13 



1,4 
1,2.4 

1,2,4 

1 

1,3 



FonnMul PCT 'ISA/310 (FoRuHi>ii| VM> glut 1) Mali I ft J) 



Seite 2 von 2 



INTERNATIONA.LER RECHERCHENBERICHT 

Angaten zu Verofr«nUichu.. t cn, die zur *elt>en Pltcntfamihc ichor cn 


(nte onxlcs AlcunzeicJwrt 

PCT/EP 96/05472 


Im Recherchenberichl 
angtfuhrtcs Paicntdokumem 


Datum der 
Veroffenlltchung 


Mitglied(er) der 
Palentfamilie 


Datum der 
VeroffenUichung 



EP 0731173 A 11-09-96 0E 19508366 A 12-09-96 

JP 8242858 A 24-09-96 



EP 0714986 A 05-06-96 JP 8211050 A 20-08-96 



EP 0639647 A 22-02-95 JP 7023800 A 27-01-95 



EP 0678581 A 25-10-95 



US 


5547861 A 


20-08-96 


us 


5593867 A 


14-01-97 


AU 


1502395 A 


26-10-95 


BR 


9501583 A 


14-11-95 


CA 


2145576 A 


19-10-95 


CA 


2145719 A 


19-10-95 


EP 


0678582 A 


25-10-95 


JP 


7289299 A 


07-11-95 


JP 


8038199 A 


13-02-96 


AU 


1501995 A 


18-04-96 



W0 9310267 A 27-05-93 AU 658962 B 04-05-95 

AU 3141293 A 15-06-93 

CA 2100159 A 16-05-93 

EP G567635 A 03-11-93 

JP 6507316 T 25-08-94 

ZA 9208839 A 13-05-93 



W0 9402634 A 03-02-94 AU 4551193 A 14-02-94 

CA 2140877 A 03-02-94 
EP 0656068 A 07-06-95 



FocmbUU PCT/iiA/310 (Anhuii PaiaJiUamilicKJok Ittl] 



